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　　　Subunit　structure　and　immunological　prQpertie．s　of　isQfelritins　were　studied　by　is．oelectrQfocusing，
SDS　gel　electrophoresis，　double　immunodiffusion　and　radioimmunoassay（RIA）．
　　　On　isoelectrofocusing，　ferritins　from　various　human　organs　exhibited　heterogeneous　profiles（isoferr三tin）
with　characteristic　pl　range　for　each　organ．　Heart　muscle　had．a　predominance　of　the　most　acidic　isoferritin
found　in　normal　tissue　and　the　least　acidic　predominates　in　Ii▽er．　Pancreas　had　an　inter皿ediate　isoferritin
pro丘1e．　Ferritins　from　hehatoma　and　pancreas　carcinolna　had　more　acidic　prQ丘1es　than　their　normal
counterpart，
　　　Double　ilnmunodiffusion　for　acidic　isoferritin（heart　ferritin）and　basic　isoferritin（1iver　ferritin）revealed
that　both　isoferritin　contained　immunologically　different　determinants．　SQme　qualltitative　difFer．ences　of
immunological　reactivity　in　diflerent　isoferritins　were　also　observed　in　RIA．
　　　By　SDS　gel　electrophoresis，　all　these　isoferritins　were　found　to　be　consisted　of　two　type．s　of　co皿mon
subunits　and　their　electrophoretic　or　immunological　differences　were　considered　to　originate　from　molecule
containing　different　combinations　of　diflerent　subunit　types．　This　observation　was　further　co．n丘rmed　by
the勿・協7－o　interspecies　hybrization　experiment．　Namely，　hybrid　molecule　reconstituted　from　subunits
of　horse　spleen　and　human　liver　ferritill　was　possessed　of　electrophoretically　and　immunologically　inter－
mediate　properties　of　both　original　ferritins．
　　　Regロlation　of　phenotypic　expression　of　isQferritin　was　also　investigated．　In　iron　overloaded　rats，
heart　isoferritin　pro丘1e　shifted　to　more　basic　pl　region　and　in　bled　rats，1iver　isoferritin　profile　shifted
to　more　acidic　pl　region．　These　phenotypic　alteration　of　isoferritin　was　clearly　reflected　l）y　the　change
in　the　relati▽e　propertion　of　two　types　of　subunit．　These　findin．gs　le．d　us　to　speculat．e　that　the　phenotypic
expressiQn　of　isofe．rritin　in　normal　tissue　is　largely　determined　by　intracellular　levels　of　iron　a．nd　the
acidic　shift　of　ca且cer　is．oferritin　may　also　be　related　to　low　iron　levels　in　cancer　tissues．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Recevied　January．29，1979　and　accepted　May　1，1979）
1緒 言
　　Ferritinは，ほぼすべての動物細胞に存在する組織蛋白
で，過剰の鉄イオンを水溶性の形でdetoxifyし，必要に
応じ骨．髄でのヘム合成に鉄イオンを再供給するための．．鉄貯
蔵が，その主たる機能である1）．
　　Ferritin分子は．，24個のsubunitが非共有結合により
形成する分子量．約450，000のproteih　she11（apoferritin）
と，その中心部に存在する鉄イオンのミセルとから成り，
一見ウイ．ルス．粒子に似たきわめて規則正しい4次構造をと
つ．ている2．）．
　　従来ferritinは均一な蛋白と考えられてきたが，最近，
異なった臓器か．ら抽出したferritinが，電気泳動上異なっ
た煽動度を有することが明らかとなり3），また悪性腫瘍組
織．から抽出したferritinが原発組織のferritinと易動
度を異にすること．が報．告され4），加えて等電点電気泳動法
の導入により，単一臓器から抽出したferfitinも数本の不
均一なbandに分離されること5・6＞が示されるに及んで，
ferritin蛋白のheterogeneity（isoferritin）が注目される
研究課題となってきた．
　　とりわけ癌isoferritinについては，癌患者血清中で
ferritinが異常高値を示す事実7）とあいまって，臨床的に
も興味ある問題を多く含み，新しい腫瘍markerとして
alpha－fetoprotein，　carcinoembryonic　antigenに次ぐ重
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要な位置をしめるにいたっている．
　しかし，これまで，これらisoferritinについての本質．
的な問題点，すなわち，おのおののisoferritinがすべて別
々の遺伝子産物であるのかどうかという点については，必
ずしも明解な結論が得られておらず，たとえば，isoferritin
の臓器特異性や，癌特異性が本当に存在するのかどうか，
また各isoferritinの免疫学的な差異があるかどうか，さ
らにはそれらのisoferritinの蛋白構造上のちがいなど，
明らかにされなけれぽならない点が多々残されている．
　本研究では，各種臓器isoferritinおよび癌isoferritin
の特異性を等電点電気泳動ならびに免疫二重拡散法，radi－
oimmunoassay法により調べ，それらのsubunit構造を
SDS　polyacrylamide　gel電気泳動法により分析し，さら
に異種のsubunitからのferritin蛋白の再構成を行い，加
えて，鉄欠乏状態，鉄過剰状態におけるisoferritin　pr面1e
の変化を調べ，その結果，すべてのisoferritinは2種の
subunitの量比を異にするhybrid蛋白として理解しうる
こと，さらに，組織民鉄量がisQferritinのpheno－type
を調節する重要な一因であることを知ったので報告する．
2　実験材料および方法
2・1実験材料
　人肝，膵，心，肝癌，膵癌の各臓器は，すべて死後1－3
時間以内の病理解剖材料より得た．
　馬脾ferritinはPentex社より購入した6回再結晶馬
脾ferritinをSepharose　6B　column　chromatography
により精製したものを用いた．
2・2　実験方法
　2・2・1　組織ferriti血の抽出
　上記の各種人組織を，4倍の蒸留水で充分hoエnogenate
した後，750C，15分間加熱し，4。Cで冷却後，10，000×g，30
分遠沈を行い，上清をMillipore丘1ter（pore　size　O　45μm）
にて濾過した後，50％飽和硫安により塩析（4。C，3時間）
し，再び3，000g，10分遠沈，沈殿を得た．次に，少量の0．05
Msodium　citrate　buffer（pH　7．4）で沈殿物を溶解し，そ
4）2m♂をあらかじめ同buEerで平衡化したSeplladex
G－200cQlumn（2．5xloo　cm）で，流速20　m♂／h，分画v。1－
ume　5　m♂でゲル濾過し，　void　volumeにすぐ続いて溶出
される分画を得た．その分画をAmicon　membrane　XM
100およびcollodion　bag（SM　13200）で約1／10量に．濃縮
したのち，その2m♂を，同bu鉦erであらかじめ平衡化し
た．Sepharose　B　column（2．5×100　cm）で，流速20　m1／h，
分画volume　5　m♂でゲル濾過し，各分画について後述す
る5％polyacrylamide　gel電気泳動を行い，　ferritinと
同じ易動度を示す分画を採取し，再びAmicon　membrane
XM　100，　collodion－bag（SM　13200）で約1／10量に濃縮
した．
　抽出の最終段階としてpreparative　gel電気泳動により
ferritin　monomer分画を得た．すなわち，　Sar▽ant社
PreParative　gel電気泳動装置を用い，5弩acrylamide，
0．131傷，N，　N’methylenebisacrylamide（Bis），0．03　N，　N，
Nノ，N’一tetramethylethylenediamine（TEMED），0．09％
ammonium　persulfate，0．40　M　Tris－HCI　buffer（pH　8．9）
をtube（内径1．5　cm，長さ11　cm）に注ぎ，化学重合でgel
を作製し，濃縮試料約ユ．5mZをgel上部に添加した後，
0．005MTrisma　base，0’038Mglycine溶液（pH　8．3）を泳
動buf〔erとして，200　V，2時間泳動，ただちにge1をglass
tubeより取り出し，黄色のferritin　bandの部分を切り
出した．さらに，この切り出したge1片を上述のglass
tub の底に再充填し，5勿polyacrylamideを加えて固ま
らせた後，上記条件にて再泳動し，泳動装置に付属してい
るmolecular　weight　cut。妊10，000の半透過膜とgel底
との問にできる小間隙にferritinを回収した，得られた
ferritinは，後述する5傷polyacrylamide　ge1電気泳動
により単一なballdとして確かめた．
　2・2・2抗ferr畳ti職抗血清の作製
　尊人正常肝ferritin抗血清の作製＝直人正常肝fer－
ritin抗血清は，人正常肝ferritinを抗原としてMarcus
and　Zinberg8）の方法に準じて作製した．あらかじめ，
Freund’s　incomplete　adjuvant（ヤトロン社）10　m∫と
Mycobacter三区画　bu亡yricum（Difco社）20　mgをPotter
型homogenizerで混和してcomplete　adluvantを作製
した．
　次に，ferritin　100μ9／0．5　m♂とFreund’s　complete
adjuvant　O．5　mZを混じてernulsionとし，家兎（雄2．5　kg）
の両足礁下に0．1m♂ずつ．残りの0．8m♂を背部皮内に20－
40ヵ所接種した．初回注射後2週間毎にbooster　injec－
tionを繰り返し，6週間後，頚静脈より全採並1を行い，抗
血清を得た．
　得られた抗体のtiterは後述する免疫二重拡散法により
確かめ，また，特異性に関しては，まず通常の血清蛋自と
の間に免疫電気泳動を行い，他の血清蛋白と反応のないこ
とを確認した．さらに，肝homQgenateとの免疫二重拡
散法により単一なbandであることを確認した．
　抗人正常心ferriti・・抗血清の作製二鮫人正常心fer－
ritin抗血清の作製は，モルモット（雄150～200　g）を用い，
同じくMarcus　and　Zinberg8）の方法に準じて作製し，採
血は1カ月後に心臓穿刺により行った．得られた抗体の
tite と特異性に関しては，前述した抗人正常肝ferritin抗
．血清の場合と同様の方法で確認した．
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　2・2・3分引用polyacrylamide　gel電気泳動
　Gelの組成は5傷acrylamide，0．131％Bis，0．03傷
TEMED，0．09駕ammonium　persulfate，0．4　M　Tris－
HCI　bu旋r（pH　8，9）で，直径0．5　cm，長さ7．5　cmのglass
tubeを使用した．試料は25弩sucroseで等量に希釈し，
ge1の上に重層した．泳動bu旋rは0．005　M　Trisma
base，0，038　M　glycine溶液（pH　8，3）を用い，　disc電気
泳動装置（ミツミ科学産業株式会社）で200V，3時間泳動
した．染色は0．063％Coomassie　brilliant　blue　G－250，
11．7傷trichloroacetic　acid（TCA）溶液で100℃，10分，
ついで7．5弩acetic　acid，5％methano1溶液で100。C，10
分，脱色し，その後，室温にて脱色液を漸次交換した・
　2・2・4　Slab　ge1等電点電気泳動
　Slab　ge1等電点電気泳動はDrysdaleの方法5）に準じ，
プラスチック容器を用い，5％Ampholineを含むpol－
acrylamide．薄層板（18×9．5×0．1　cm）を作製した．その
墓elの組成は，50傷91ycero13年頃，20傷acrylamide－0．8％
Bis混合液3mJ，10傷alnmonium　persulfate　O．05　mJ，
10％TEMED　O．05　mZ，40％AmphQline（LKB社）0．75
m♂，蒸留水8．2mZの計15　m♂で，　AmpholineはpH　4－6
域のものとpH　5－7域のものを等量に混合して使用した．
　重合後，厚さ1mmのガラス薄板上にgelをとり出し，
LKB社製Multiphorを使用してSlab　gel等電点電気
泳動を行った．陽極電解質として1Mphosphoric　acid，
陰極電解質として1N　NaOHを用い，初期電圧200　V，初
期電流10mAで泳動開始，400　V｝こ至った際に定電圧400
Vとして4時間泳動した．試料はgel内にあらかじめ作
製しておいた溝内に，試料のferritin濃度を300－500μ9／m1
とし1－10μZずつ添加した．なお，試料の濃度が充分でな
い場合には，泳動の初期30分の間に数回にわけて試料添加
を行い，最終濃度を調節した・Ferritinは褐色の蛋白であ
るため，focusされていく様子を目で確かめることが可能
であり，このように数回に分けて試料を添加することが容
易であった．
　泳動後，ge1をガラス板よりとり出し，0．05％coomassie
brilliant　blue　R－250，0，1％CuSO4，27％r　ethanQl，10％
acetic　acid溶液4時間，0．01傷coomassie　brilliant　blue
R－250，25％ethanol，10％acetic　acid溶液18時間，10％
ethano1，！0％acetic　acid溶液4時間で，溶液を漸次交換
して，染色，脱色を実施した．
　2・2・5　免疫二重拡散法
　免疫二重拡散法はOuchterlonyの方法9）に従い，1％
agar，　borate　bu妊er（pH　8．4）中で，抗原濃度約400μ9／m♂
とし行った．沈降線形成後（24時間後），ge1を湿潤した濾
紙上で室温で乾燥させ，蛋白染色はcoomassie　brilliant
blue　G－250で行い，鉄染色はPerls法により行った．
　2・2・6Ferritinのimmu鳳oradiometricassay法
　Ferritinのimmunoradiometric　assay法は，　paper
discを用いた2－site　immunoradiometric　assay法を既
報のごとく行った1。）．その概略は，抗ferritin抗体を，あ
らかじめ臭化シアンにて活性化した直径5mmの濾紙ディ
スクに固相化し，一方Hunterの方法で1251をラベルした
ferritin抗抗体との間にferritin蛋白をはさむ，いわゆる
sandwich法を用いて測定した．
　2・2・7　Sodium　dodecyl　sulfate（SDS）gradie虻slab
　　　　ge1電気泳動
　SDS　gradient　slab　ge1電気泳動法は大略0’Farre11
の方法11）に従った．ただし，蛋白変性剤としてはSDS
のみを用い，尿素は使用しなかった．5－22．5％gradient
acrylamide　gelはtwo－chambered　gradient　mixter（和
科盛商会）を用い，dens　solution＝1．5　M　Tris（pH　8．8）
5 Z，30弩acrylamide－0．8％Bis－75％glycerol混合液
15mZ，1 傷TEMED　OユInZ，20％SDS　OユmZ，10％
ammonium　persulfate　O．04　m♂，計20　m♂，1ess　dens
solut1on＝1．5　M　Tris（pH　8，8）5mZ，10弩TEMED　O．1
m♂，20％SDS　O．1　m♂，10％ammonium　persulfate　OD35
m♂，蒸留水15mZ，計20・n♂，より，13×13×0．1　cmのslab
gel　plate内で化学重合し作製した．　Gradient　gelが重
合した後，spacer　ge1を重層し，同gelにcoombで試
料溝を作製した．Spacer　gelの組成は，0．5　M　Tris－HCl
bu鉦er（pH　6．8＞2．5　mZ，30％acrylamide－0．8％Bis混合
液1．5mZ，10傷TEMED　O．1　mZ，20傷SDS　O，05　m♂，10％
ammoniu皿persulfate　O．03　mZ，蒸留水6mZ，計10　m♂を
化学重合した．
　試料は試料用bu撫r（10傷glycerol，1．5傷β一mercap－
toethano1，23％SDS，0．0625　M　Tris－HC1（pH　6，8）と等
量に混合した後，100℃で3分間加熱した．泳動用buffer
は0．025MTrisma　base，0ユ92　M　glycine，0．1傷SDS
溶液（pH　8．4）を用い，　slab　ge1電気泳動装置（和科盛商
会）にて，brome　phenol　blueをmarker　dyeとして，
定電圧200Vで泳動を開始，　marker　dyeがgelから出て
30分後に泳動を停止した．
　泳動終了後，染色は0．05％coomassie　brillant　blue　R－
250，0．05％CuSO4，46．5タ6　methanol，9．2％acetic　acid
溶液中で5－7時間行い，ついで10傷methanol，10箔acetic
acid溶液により脱色した．
　各bandの量比はbandを染色した後，　ge1を細長く切
り出しge！scanner（Varian　Techtron　mode1635）を
用いて680nmの波長でsca皿ingを行い，その面積比
から算出した．また各bandの分子量はmyoglobin，
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cytochrome　C，　ovalbumin，　bovine　serum　albuminを
標準蛋白としてMa三ze1の方法12）により算：出した．
　2・2・8Sepharose　6　B　column　chromatography
　Sepharose　6Bcolumn　chromatographyは，試料2mZ
を，あらかじめ0．05M　sodium　citrate　buffer（pH　7．4）
で平衡化したSepharose　6　B　column（2．5×100　cm）で，
流速20mz／h，分画volume　5　m♂でゲル濾過し，吸光度は
Spectrophotometer（島津，　UV－200）を用い，波長280　n皿
で測定した．
　2・2・9異種subunitを用いたferritin分子の再構成
　一般にsubunitからの再構成を行う場合には，もともと
の試料が完全にsubunitに分解されている必要があるこ
とはいうのでもない．ことにferritinは各種変性剤にき
わめて安定であり，通常の条件下ではなかなか完全な変性
（subunitへの分解）は不可能である．そこで，本実験では
まず，Hofmann　and　Harrisonの報告13）に従いferritin
から鉄イオンを取り除いてapoferritinを作製し，凍結乾
燥後，変性剤（SDS）で処理することによりsubunitへの
完全な分解を得んとした．
　まずGranick　and　Michaelisの方法14）に従いapo－
ferritinを作製した．すなわち10傷ferritin　monomer
溶液1mJに0．01　M　acetate　bu任er（pH　5．1＞を2mZ混じ，
さらにα一αノーdipyridyl　powder　100　mgと一緒に透析チュ
ーブに入れ100mZ溶量のglass　tube中で0．01　M　acetate
b雌er，（pH　5．1）を外液として透析しながらsodium
hydrosul丘te　100　mgを加えFe→1＋をFe井に還元した．
外液はdipyridylによる桃色の呈色反応が完全に消失す
るまで頻回に交換した．その後，蒸留水により透析を行い，
bu晩rを蒸留水に置換した．このように作製したapofer一
　　　　ritinを凍結乾燥後，各種濃度のSDS，6Murea，1傷
mercaptoethanol溶液中に蛋白濃度0．1％とし，37。C，30
分間incbuateした．その結果Fig．1に示すごとく，0．1傷
蛋白濃度，0．5弩以上のSDS濃度（蛋白・SDS比が1／5以
上〉でほぼ完全にsubunitに分解されることを確認したの
で以下の実験では，蛋白1％，SDS　10％として，他の条
件は上述のままsubunitへの分解を行った・
　このようにして分解した異種（副脾および人肝）subunit
溶液を1対1の濃度比で混合，再び30分incubateする．
続いて，あらかじめ6Murea，1％mercaptoethano1，0．5
MTris　acetate　buHer（pH　8．3）で平衡化したSephacryI
S－200（Pharmacia社）column（1．5×30　cm）に添加し，
void　volumeに続いて溶出されるpeakを採取する．次
に6Mureaを含まない同buEerにmolecular　weight
cut　o任3500（Spectropore社）の透析チューブで透析を繰
り返して（室温に3日間〉，Amicon　membrane　XM　500
o
畷
難
夢
囎
鵬
饗轟糠
で　’
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Fig．1　5％polyacrylamide電気泳動で調べた
　　　　各種濃度SDSによる馬脾apoferritin
　　　　のsubunitへの分解過程
で濃縮後，前述の方法で5％polyacrylamide　preparative
ge1電気泳動（glass　tube内径5mm），200　V，2時間を行
い，泳動終了後ただちに，波長280n皿でgel　scanning
（spectrophotometer，　Virian　Techtron　mode1635）を
行い，markerとして同時に泳動した人肝ferritinと同じ
易動度を示すbandを切り出し，　preparative　gel電気泳
動装置（Sarvant社〉を用いて蛋白を抽出し，再構成を終
了した．
　2・2・10鉄過剰投与ラット，潟血ラット，肝癌ラットの
　　　　　作製
　鉄過剰投与ラットの作製は，ウィスター系ラット（雄200
9）にferric　ammonium　citrate　O．4　mg／1009体重ずつ
連日腹腔内に投与し，1週間目に肝臓ならびに心臓を摘出
した．
　濾血ラットの作製は，同じくウィスターラット（雄，生後
3週）をOriental　food社製除鉄食で飼育し，生後8週ま
で0．5－0．7m♂，その後13週まで1．0－1．5　m♂採血し，14週後
に肝，心組織を摘出した・
　肝癌ラットはウィスター系ラット（雄，2009）を3’一meth－
yldiethylamioazobenzene（3’一methyl　DAB）を0．06傷に
含むOriental　Yeast社製固型飼料で飼育し，作製した15）．
飼育開始後26週目に肝癌，組織を摘出した．なお一部の肝
癌ラットは，腫瘍摘出前1週目から3連日ferric　ammo－
nium citrate　O．4　mg／工00　g体重ずつ投与した．
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　このようにして得た各臓器から2・2・1の項で述べた方法
によりferritinを抽出し，そのgel等電点電気泳動なら
びにSDS　gradient　slab　ge1電気泳動を行った．
　2・2・11組織非ヘム鉄の測定
　各組織を，4倍の蒸留水で充分homogenateした後，
3，000Xg，！0分遠沈，上清を得た．
　あらかじめ6NHCIで洗浄した試験管を用い，蒸留水に
より希釈した上清1，7m♂（試料液）と，1．5　M　Na2SO3溶液
0．1mZ，5箔dipyridyl－60傷acetic　acid溶液0．2　m♂を加
え充分に撹乱し，1時間煮沸した．次いで室温まで冷却し
た後，3，000×g，10分遠沈，上清をSpectrophQtQmeter
（島津UV　200）を用い波長520　nmで測定した．鉄：量は
OD520＝0．073として計算し，組織あたりの非ヘム鉄は，同
量の試料液の乾燥重量との比としてあらわした．
3　実験成績
3・1各種臓器isoferritinのslab　ge1等電点電気泳動
　　所見
　入正常肝，膵，心および肝癌，膵癌の各ferritinについ
てge1等電点パターンを検討した．
　Fig．2に示すとおり，おのおのの臓器ferritinはそれ
ぞれ数本のheterogeneousなbandに分離され，さらに，
それらbandの泳動される部位（等電点）は各臓器により
異なっていた．すなわち，人柱ferritinは最も陰極側（塩
基性側）に泳動され，心ferritin，膵ferritinはそれより
陽極側（酸性側）に泳動された．また，人肝癌，人膵癌など
悪性腫瘍から抽出したferritinは，おのおおの原発臓器で
ある肝，膵：ferritinよりも陽極側（酸性側）に泳動された．
　　　網図鎖騰織鞭脚
副鱒瞬
べるため，以下の実験を行った，
　3・2・1　免疫二重拡散法による検討
　Fig．3に人正常肝ferritinと人正常心feエrinの免疫
二重拡散法の結果を示した．Fig．3－Aは拡人正常肝fer－
ritin家兎血清に対する両者の反応を調べたが，肝ferritin
との沈降線が心ferritinに比べより明確であったが，はっ
きりとしたspur形成は認められなかった．
　一方，Fig．3－Bは抗人正常心ferritinモルモット血清
に対する両者の反応を調べたもので，心ferritinの沈降線
が肝ferritinに比べてより明確であり，前者は後引に対し
てspurを形成していた．
　また，これら沈降線はいずれも鉄染色が陽性であり，
ferritinの反応であることが確認された（Fig．4－A，B）．
　すなわち，肝ferritinと心ferritinは免疫学的にも異
った抗原決定基を有していると考えられた．
　　　　①
⑲　⑨ふ⑭痴
．費．
難．
　　　勢
／編〉
　　　　　　　乳
A　　　　　　　　　　　　　B
Fig。3　（A）
　　　　（B）
籔、
免疫二重拡散法における盛人正常肝
ferritin家兎血清（aL）に対する人
正常肝（L），人正常心（H）ferritin
の反応（蛋白染色）
免疫二重拡散法における癖人正常心
ferritinモルモット血清（aH）に対
する人正常肝（L），人正常心（H）
ferrilinの反応（蛋白染色）
餐
蜷
蜘騨醐暢　一
L　旨曝．　親　　緯｛滋　　鰻
Fig．2　人肝（L），肝癌（Hpt），膵（P），膵癌（P．Ca），
　　　　心（H），の各ferritinのslab　gel等電点
　　　　電気泳動パターン
2・3　各種臓器isoferritinの免疫学的検討
　等電点電気泳動上異った易動度を示すisoferritinが，
免疫学的（抗原性において）にも異っているかどうかを調
義
＼紙鳶鰻 `＼繍
轍　　　　駄　　義　　　業
Fig．4
　A
（A＞
B
　　免疫二重拡散法における抗人正常肝
　　ferritin家兎血清（aL）に対する人
　　正常肝（L＞，人正常心（H）ferritin
　　の反応（鉄染色）
（B）免疫二重拡散法における抗人正常心
　　ferritinモルモット血清（aH）に対
　　する人正常肝（L），人正常心（H）
　　ferritinの反応（鉄染色〉
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　2・3・2RadioimmU甑oassay法による検討
　免疫二重拡散法の結果をさらに定量的に示すために，
radioimmunoassay法による反応性の違いを調べた・
　Fig．5は二人正常肝ferritin家兎血清を用いた2－site
immunoradiometric　assayにおける各種ferritinの
standard　curveであるが，正常肝，肝癌，正常膵，膵癌，
正常心の順序に反応性の差がみられた．この免疫学的な反
応性の順は，等電点分画法におけるplの順序に一致して
おり，換言すると，plが肝ferritinより酸性側になるに
つれ，抗肝ferritin抗血清と反応する抗原決定基が減少
していることをうかがわせる．
　Fig　6は，逆に抗人正常心ferritin抗血清を用いた2－
site　immunoradiometric　assayのstandard　curveであ
瀞
7
5
5
4
3
2
1
し
Hpし
P
PCa
H
るが，正常心ferritinと正常肝ferritinとの間には明ら
かに反応性に差異があり，肝ferritinには抗心ferritin
抗血清と反応する抗原決定基が少いことを示している．
3・3　各種臓器丑soferritinのsubun辻組成
　人正常肝，膵，心および肝癌，膵癌の各ferritinについ
て，SDS　gradient　slab　gel電気泳動により，subunt組
成を検討した．
　Fig．7に示すとおり，すべてのisoferritinは共通した
2種類のbandを有し，標準蛋白との相対易動度から算出
した分子量は22，000および20，000であった．また，その2
種のsubunitの量比をgel　scanningで調べたところ，
正常肝，肝癌，正常膵，膵癌，正常心と等電点が酸性になるほ
ど，分子量22，000のsubunitが分子量20，000のsubunit
に比べて相対的に増加していた（Table　1）．なお，肝癌，膵
癌のferritinについては少くとも分子量の上からは，特異
的なbandは認められなかった．
　以上の結果，ferritinは従来考えられていたような均一
なsubunitからなる蛋白ではなく，少くとも2種類の
subunitからなるhybrid蛋白であり，その2種類の
subunitの量比が種々のisoferritinのpl　spectrumを
決定している可能性が考えられた．
．　r
，輪
1
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抗人正常肝ferritin家兎血清を用いた
radioim皿unoassayにおける肝（L），肝
癌（Hpt），膵（P），膵癌（P．Ca），心（H）の
各ferritinのstandard　curve．
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Fig。7　SDS　gradient　slab　gel電気泳動法に
　　　　よる人偏（L），肝癌（Hpt），膵（P），膵癌
　　　　（P．Ca），心（H），の各ferritinのsubunit
　　　　パターン
H Table　1人肝，肝癌膵，膵癌，心の各
ferritinのsubunit組成
L
subunit　comPosition（％）
M．W．20，000　MW．22，000
Fig．6　抗人正常心ferritinモルモット血清を
　　　　用いたradioimmunoassayにおける心
　　　　（H），肝（L）ferritinのstandard　curve．
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3・4Sepharose　6　B　column　chromatographyによる
　　肝および心ferr轍賦のゲル濾過パターン
　上述のごとくisoferritinを構成する24個のsubunit
が分子量22，000と20，000の2種のsubunitから成るとい
う仮定に立つと，subunitの分子量の差はわずか2，000で
あっても，ferritin分子になると最大48，000の分子量の違
いを生ずる．そこで，今回抽出した人isoferritinの内心
も塩基性側のplを有する肝ferritinと，最も酸性側のpI
を有する心ferritinをSepharose　6Bcolumnでゲル濾
過し，分子量の差異を調べた（Fig．8）．その結果，22，000の
subunitに富む心ferritinは20，000のsubunitが主体を
なす肝ferritinに比べ明らかに溶出位置が速く，両者の分
子量の違いがうらづけられた．
Q錨。m
o．6
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　脳バ
　〆
〆
正常肝，抗馬脾ferritin抗血清と等しく反応し，両蛋白の
抗原性を有していることは明らかであった（Fig．11）．
　すなわち，異種のsubunitはお互いに強い相互作用のも
とにhybrid分子として再構成され，種々のisoferritin
spectrumはsubunitの組合わせを変えることにより作り
うることを示唆している．
o 　100　　　　　2DO　　　　　300　　　　　400　　rnl
　　　　　Elu量iorl　 　　　　Vo ume
人肝ferritin（○一〇一）および心ferritin
（●一●一）のSepharose　6B　columnによ
るゲル濾過パターン
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靴
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舞ド
魎．畑動
Fig．8
3・5異種subun孟tのhybrid形成によるferritin分子
　　の再構成
　Ferritinは先に述べたように，きわめて規則正しい4次
構造を有する球状蛋白である2）が，異った2種のsubunit
が実際に24個集まってそのような立体構造をとりうるか
どうかは，isoferritinのhybrid説を裏づける上で重要な
問題点である．本実験では，出発材料として充分な蛋白質
が確保出来る人臣ferritinおよび馬脾ferritinを用い，
両者をsubunitに分解した後，1対！の量比に混合，再構
成を試みた．
　Fig．9はその再構成されたと考えられるmoleculeの
ge1等電点電気泳動パターンである．再構成されたmo－
leculeは馬脾ferritinと人肝ferritinの中間に数本の
heterogeneousなbandとしてfocusされた．
　また，SDS　gradient　slab　ge1電気泳動によるsubunit
の分析では（Fig．10），このhydridと考えられるmolecule
は，人面subunitと馬面subunitの両bandをほぼ等量
ずつ有していた．
　さらに，hybrid　moleculeは免疫二重拡散法により抗人
紬r
薯．・『 V加：マ
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裂 篇
Fig。9　馬脾ferritin（S）と人肝ferritin（L）
　　　　およびそのhybrid　molecule（Hbr）
　　　　のslab　gel等電点電気泳動パターン
鰯　鯛撫鰍　蝉
s 紬r L
Fig．10　馬脾ferritin（S）と人心ferritin（L）
　　　　　およびそのhybrid　molecule（Hbr）の
　　　　SDS　gradient　slab　gel電気泳動パタ
　　　　　ーソ
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Fig．11　免疫二重拡散法における抗人正常肝
　　　　ferritin血清（aL），抗馬脾ferritin
　　　　血清（aS）に対する馬脾ferritin（S），
　　　　人肝ferritiu（L），　hybrid　molecule
　　　　（Hbr）の反応
3・6潟血ならびに鉄過剰ラットにおけるisoferr孟tin
　　pro丘1eとsubunit組成の変動
　・各臓器におけるisoferritinのphenotypeが2種の
subunitのproportionにより規制されるとするならば，
そのproportionを調節する因子を調べることは次の重要
な諜題である．
　Ferritinの主たる機能は鉄貯蔵であり，ferritin蛋白と
のかかわりあいで最も重要な因子は，鉄イオンであること
はいうまでもない．
　そこで，著者は，isoferritinのphenotypeをregulate
するものが鉄イオンであるとの仮定に立ち潟血ラット，鉄
過剰投与ラット，肝癌ラットにおけるisoferritin　pro丘le
の変動を検討した．
　Fig．12はそのslab　ge1等電点電気泳動パターンであ
るが，貧血のラット肝ferritin（aL）は正常肝ferritin（L）
吻．
に比べより酸性側へshiftし，逆に鉄過剰投与のラット心
ferritin（FeH）pr面1eは，正常心ferritin（H）pro丘1eセこ
比べより塩基性側へshiftしている．
　その際，subunitの割合も変化し，貧血では分子の大き
なsubunit（S：slow　subunit）が，鉄過剰投与では分子
：量の小さなsubunit（F＝fast　subunit）カミそれぞれ相対的
に増加していた（Fig．13，　Table　2）．
　また，各組織の非ヘム鉄含量を調べたところ（Table　3），
より酸性のisoferritinを有する正常心組織は，より塩基
性のisoferritinを有する正常肝の約1／3の鉄量であり，
鉄過剰症では肝，心ともに鉄量は増加し，：貧血肝では当然
ながら正常肝に比べて鉄量の低下が認められた．
　上述の事実は，少なくとも正常組織においてisoferritin
の表現型を調節している因子の主要な1つが，組織内の鉄
量である可能性を示唆している．
　ところで，肝癌組織内の鉄含量は正常肝のそれに比べて
有意に低値であり（Table　3）．癌isoferritinにみられる
酸性側へのshift（Fig．12，　T）も単に組織鉄量が低下して
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Fig．13　SDS　gradient　slab　gel電気泳動法に
　　　　　よるウィスターラットの貧血肝（aL），
　　　　正常肝（L），正常心（H），鉄過剰投与
　　　　DAB肝癌（FeT），　DAB肝癌（T），鉄
　　　　過剰投与心（FeH）の各ferritinの
　　　　subunitパターン
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　　　舶剛聴期轍 Table　2ウイスターラットの正常肝，正　　　　　常心，鉄過剰投与心，貧血肝の　　　　　各ferritinのsubunit組成
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　subunlt　composition（％）
slow　subunit　fast　subunit
Fig．12　ウィスターラットの貧血肝（aL），正常
　　　　肝（L），鉄過剰投与心（FeH），正常心
　　　　（H），鉄過剰投与DAB肝癌（FeT），
　　　　DAB肝癌（T）の各ferritinのslab
　　　　ge1等電点電気泳動パターン
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Fe－overload　heart
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Table　3　ウイスターラットの正常肝，正常
　　　　　心，鉄過剰投与肝，鉄過剰投与心，
　　　　　貧血肝，DAB肝癌，鉄過剰投与
　　　　　DAB肝癌組織中の非ヘム鉄含量
　　　nonheme　ironn　　（μgFe／g　tissue）＊
normal　liver
norエnal　heart
irQn　overload　liver
iron　overload　heart
anemia　liver
DAB　hepatoma
DAB　iron　overload
　hepatoma
6
6
5
5
4
3
3
／62．98±12．43
51．76±　6．86
182．22±1324
89．07±　8．22
122．80±10．36
87．00±　8．13
98．56±　9．52
＊Mean±2　S，　D，
いることを反映しているのかも知れない．しかし癌組織と
正常組織の異る点は，前者では，比較的野に対する反応性
が低いことであり，同じく酸性ferritinを有する肝癌と心
を比べた場合，肝癌では鉄過剰投与を行っても組織内鉄の
顕著な増加は認められず（Table　3），従ってisoferritin
pr面le（Fig．12，　FeT）やsubunitの組成（Fig．13，　FeT）
も酸性isoferritinの特徴を保持していた．
考 按
　Ferritin　は通常のpolyacrylamide　gel電気泳動
（PAGE＞上数本のheterogeneousなbandに分れるが16），
これはferritin分子のpolymer形成によるpolymerism
を表わしている17＞．最近までferritinの皿onomer分子
は，同一種属においてすべての臓器で同一組成であると考
えられてきたが，Richter4）and　WalkerはHela細胞，
Morris肝癌細胞など悪性腫瘍から抽出したferritinが，
正常肝ferritinに比べて易動度が速いことを見い出し，腫
瘍特異ferritinとして報告した．その後，　Linderら18）は，
ラットの腎，心，肝，肝癌ferritinをPAGEにより詳細
に検討した結果，易動度に有意差を認め，臓器特異性を強
調した．一方，Drysdale5）Urushizaki　8孟磁ら6）は単一
臓器（馬脾）のferritinを等電点電気泳動法を用いて分析
し，polymerismとは関係のない新しいheterogeneityを
見い出し（isoferritin），蛋白質の固有（intrinsic）のpol－
ymQrphis・nを反映しているとした．
　このように，ferritinのheterogeneityは，単一臓器内
にisoferritinが存在し，それが各臓器で異なり，しかも
腫瘍組織ではさらに異るなど複雑であり，それら各iSぴ
ferritinの関係や特異性などは必ずしも明確に解釈されて
いない．
　本研究では，人心，肝，膵，肝癌，膵癌などの各組織か
ら抽出したferritinをすべて同一条件でge1等電点気泳
動し，そのisoferritin　prQ且leを調べた結果，各臓器から
抽出したferritinはいずれも数本のheterQgeneousな
bandに分れ，一部bandを共有しながらも，泳動される
pl域がわずかずつ異なり，肝，肝癌，膵，膵癌，心の順にpI
が酸性側へshiftしていた．すなわち，各臓器isoferritin
は，等電点電気泳動でみたかぎり，特異的というよりも，
ある内属にかぎられたpl域に分布するisoferritin　band
のintensityの違いとして表現されているように思われる．
また，腫瘍ferritinが等電点電気泳動上，原発臓器に比べ
より酸性のisoferritin　spectrumをとったことは，通常
の電気泳動法で速い易動度を有するというこれまでの報
告4，18＞と矛盾しないが，正常の心，膵などのferritinも肝
ferritinに比べてより酸性のplを有することから，酸性
の等電点を有することが癌の特異性とは結論づけられなか
った．腫瘍ferritinの特異性に関しては，先に述べた
Richterの報告4）に続ぎAlpert　8彦αム19）が，等電点電気
泳動法で肝癌ferritinを調べ，肝ferritinに比べより酸
性側のplを示すこと，加えて胎児肝ferritinもより酸性
側のpIを有することを粘い出し，癌胎児蛋白の1つとし
て報告した．しかし，その後，Drysdale　6’鳳20）は，やは
り種々の臓器ferritinを等電点電気泳動により調べ，“酸
性のpl”が必ずしも腫瘍に特異的な現象とはいえないこ
とを示した．著者の本研究における結果もほぼDrysdale
認磁20）の報告に一致するものであった．
　このように，等電点電気泳動培わずかずつ易動度を異に
する各臓器のisoferritinは，免疫学的特性においてはど
のようになっているのであろうか．臓器特異性を強調して
報告したCrichton砿磁22）は，抗原性において差異を明
らかにすることはできなかった．また，Linder砿α乙3）は
うヅト心から抽出した2種のisoferritinの免疫学的反応
性に定量的な差異はみとめたものの，異なった抗原性は明
示しえなかった．本研究での免疫学的な検討では，少くと
もisoferritin　spectrumの両極端にある心ferritinと肝
ferritinは一部共通抗原を有しながらも，それぞれに特異
的な抗原性を示し，また，抗肝ferritin抗血清や抗心
ferrit n抗血清に対する反応性の強弱は，　isoferritin　spec－
tru皿のplの変化に一致していることを明らかにした．す
なわち，isoferritinはplの変化に従い，抗原性も順次増
減し 蛋白構造の上でも何らかの連続的な変化が存在する
ことを想定させた．
　ところで，等電点電気泳動法で示された数多くのisO－
ferritinに対して，それをcodeする別々の遺伝子がすべ
てそなわっていると考えるのは，生体にとって不合理のよ
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うに思われる．
　むしろ，LDH　isozyme22）に代表されるようなhetero－
geneousなsubunitの組み合わせ（hybrid形成〉により，
種々のphenotypeが決定されると推定する方が，より現
実的なように思われる．しかし，ferritinは最近まで均一
なsubunitから成る蛋白とする考え方が支配的であった
ため13・23），そのようなhybrid説は，実際的な裏づけが得
られなかった．教室のNiitsuθ彦磁24），　Ishitani認α乙25）
はsubunitの分析に，従来用いられていたphosphate
b雌er系のSDS　gel電気泳動法23）のかわりに，　acetate
bufEer系のSDS　ge1電気泳動法を用い，初めてsubunit
のheterogeneityを報告した．その後，このheterogene－
ityはpeptide　bondがある特異的な部位でproteolytic
cleavageを受けるために生ずるものであることが明らか
となったが26），著者はさらにsubunitの分析をおしすす
め，Tris－91ycineのdiscontineous　buffer　systemでSDS
gradient　ge1電気泳動を行ったところ，真のsubunitと
考えられる2種のsubunitを見い出した．しかも，この2
種のbandの量比はisoferritinのpIに従って変化し，
“isoferritin＝hybrid蛋白”という考え方をうらづけるも
のであった．すなわち，この2種のsubunitが24個集ま
ってferritinを構成すると仮定すると，理論的には25個
の組み合わせが可能である．さらに，立体配置の上での変
化を考慮するならば，等電点電気泳動で認められた数多く
のisoferritin　bandは充分に説明がつくことになる．ま
た，免疫学的な検討の結果，各臓器のisoferritinの抗原
性がplの違いを反映してわずかずつ異なっていることも，
2種のsubunitの抗原性の違いとしてよく理解される．
この2種のsubunitの存在は，著者のみならず，最近，
Adelman　6孟磁27）によっても確認されており，彼らもまた，
isoferritinをhybrid蛋白としてとらえる考え方を提唱し
ている．
　ところで，isoferritinをhybrid蛋白として考えた場合
の問題点は，分子量の異ったsubunitが，きわめて規則
正しく，対称的に配置された3次構造をとりうるかどうか
ということである．本研究ではその点についても検討を加
え，分子量が明からに異る血肝ferritinと馬面ferritin
のsubunitから，　hybrid蛋白を再構成することに成功し
た・また，分子量の大きなsubunitが主体を成す心ferritin
と，分子量の小さなsubunitが主体である肝ferritinと
の分子量の差を，Sepharose　6Bゲル濾過により証明した．
　なお，腫瘍isoferritinについても同様なsubunitの分
析を行ったが，前述の2種のsubunit以外に，腫瘍に特異
的なsubunitは認められなかった．免疫学的な腫瘍fer－
ritinの特異性については，今後さらに研究を行う予定で
ある．
　このように，ferritinは2種のsubunitからなるhybrid
蛋白で，isoferritinはそれらのsubunitが異った量比で
組み合わせることにより生ずる異ったphenotypeとして
理解するならば，そのphenotypeを調節している因子が，
組織の内に当然存在しているはずである．たとえぽ，LDH
の場合は，組織内の02濃度がその調節因子と考えられて
いる盤）・Ferritinの場合は，最も考えやすいものとして鉄
イオンが推定されるが，事実，本研究では組織内輪量が増
加するに従い，isoferritinのplは塩基性側にshiftし，
また鉄量の低下にともない，酸性側へshiftすることが明
らかとなった．すなわち，各臓器のisoferritinは特徴的
なpl域に分布するが，それは普遍的なものではなく，お
そらくは，組織内心量によりpl域が決定されていると考
えるべきであろう．そして，腫瘍組織では，正常組織に比
べて鉄含量が低下していることから，腫瘍にみられる酸性
isoferritinもあるいは，その結果と考えられないこともな
い．しかし腫瘍組織におけるisoferritin　pr・丘1eは，正常
組織のそれと異り，鉄過剰投与によっても容易には塩基性
側へshiftせず，その点が特異的といえる。ただし，今の
ところ，その理由は全く不明である・
　最近Powell　6’αZ．29）は鉄過剰症（ヘモクロマトーシス）
の患者の肝，心ferritinがやはり正常組織ferritinに比
べてより塩基性側に泳動され，しかも潟血により，もとの
正常組織ferritinのpro五leにもどることを観察してい
る．これは本研究におけるラットの実験結果を強く支持す
るものである・
　以上，isoferritinの構造，免疫学的特性，表現型の調節
因子について検討を加えたが，最終的にisoferritinを2
種のsubunitのhybridとして結論づけるためには，まだ
多くの検討するべぎ余地が残されている．
　まず第1に，等電点電気泳動法で示されたisoferritin
が，すべて2種のsubunitの量比が異っていることで説明
しうるかどうかは不明である・
　第2に，2種のsubunitはSDS　ge1電気泳動により謡
い出されたものであるから，分子量の違いのみを反映して
おり，同じ分子量でも何種かのsubunitを含んでいる可能
性は否定できない．
　第3として，isoferritinのheterogeneityを明らかに
するためには，最終的にその1次構造を決定することが決
め手になることは多言を要しない．もし，2種のsubunit
があるとすると，当然N末端分析で2種のN末端アミノ
酸が検出されなければならず，また，CNBr分解によって
得られたペプチドの数を調べることも重要な分析法であろ
う．今後，subunitを別々に抽出してその1次構造を調べ
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る予定である・
　最後に，isoferritinのphenotypeの調節に関して，そ
の因子が鉄イオンであることはほぼ明らかであるが，その
真の機序は全く不明である，鉄イオンが，2種のsubunit
を支配するgenetic　codeを直接regulateし，いわゆる
switch　on，　o任を行うと考えることも可能であるが，一方，
subunitの分解過程をregulateしている可能性も否定で
きない．さらに，一方のsubunitが他方のsubunitの
precursorであり，鉄の存在下でその変換が促進され，鉄
量が低下すると，precursorが増すと考えられないことも
ない．
　このように，解決されなけれぽならない問題点が多々残
されているとはいえ，isoferritinが異った2種類のsub－
unitからなるhybrid蛋白と考察することは，本研究の結
果を最も矛盾なく説明しうるものと考える．
結 語
　各臓器から抽出したisoferritinを等電点電気泳動法，
SDS電気泳動法，　radioimmunoassay法，免疫二重：拡散
法により調べ，また，異種subunitからのferritin分子
の再構成を行い，さらに，鉄によるisoferritin　promeへ
の影響を調べ以下の結論を得た．
　1）人事，肝癌，膵，膵癌，心から抽出したferritinは，
ge1等電点電気泳動上，すべてheterogeneousなpro丘le
をとり（isoferritin，）一部bandをoverlapしながらも，
それぞれ異ったpl域に泳動された．
　2）それらisoferritinは，免疫学的な反応性に差異が
認められ，しかも等電点電気泳動上のpl域がはなれてい
るものほど，抗原性に差異が認められた．
　3＞SDS　gel電気泳動では，すべてのisoferritinが分
子量22，000および20，000の2種のsubunitからなり，等
電点電気泳動上のplがより酸性になるほど，分子量22，000
のsubunitの相対比が増加し，塩基性側になるほど20，000
の分子量を有するsubunitが増加した．
　4）以上の結果，ferritin分子を構成する24個のsub－
unitのうち，この2種のsubunitがしめる量比が変化す
ることにより，is。ferritinが出現すると考えられた．
　5）人置ferritinと馬脾ferritinをsubunitに分解
し，再構成させたところ，その両者の中間の性状を持つ
hybrid　moleculeが作られた．
　6＞鉄投与ラット，貧血ラットにおける各臓器のiso－
ferritin　pro丘1eを調べたところ，鉄投与でより塩基性側
へ，また，貧血状態で酸性側へisoferritin　pr面1eがshift
し，isoferritinのphenotypeをregulateしている重要
な因子が，組織内鉄量であると考えられた．
　7）悪性腫瘍から抽出されたferritinは，その原発正常
組織ferritinに比べより酸性側のpIを有するが，その
subunit組成ならびに抗原性に特異的なものは見られず，
腫瘍特異性は今後に残された問題である．
　稿を終えるにあたり，御指導いただいた漆崎一朗主任教
授，ならびに教室員各位に深謝いたします．
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